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NOI QUI PHONG THI NGHIEM

Mot s vi sinh vat dugc st dung trong cdc bai thi nghiém c6 thé gay bénh cho ngudi va
dong vat, vi th€ cdc ndi qui duge ban hanh dé ngin ngira nguy cd nhiém bénh cho sinh
vién va cdn bo phong thi nghiém. Bat ky cd nhan nao khong tuin thd t8t cdc ndi qui hay
giy nguy hai cho ngudi khdc déu khong dudc phép vao phong thi nghiém. Khi c¢é bat ky
thic mic ndo cAn phdi yéu ciu sy huéng din cia gido vién hoic cdn bd phong thi
nghi€ém.

1. Cac qui dinh chung

+

+ o+ + + + o+ o+

+

Sinh vién vao phong thi nghiém phdi mic trang phuc bdo hd (4o khodc tring) ¢
bang tén (thé sinh vién)

Sinh vién phai tham dy 100% cic budi thi nghiém

Sinh vién phéi dén ding gid, néu dén tré qud 15 phiit, sinh vién khong dudc phép
vao phong thi nghiém va dugc xem nhu ving mit khong 1y do

N&u vi bat ky 1y do bat kha khdng nao sinh vién khong tham du dugc budi thi
nghiém, sinh vién phai bdo trudc (hodc vao budi thi nghiém) cho cdn bd céc trich
nhiém (PT: 08.8505520, bAm ti€p s& ndi bd. PTN Cong nghé sinh hoc: 318 hoic
PTN Cha't lugng: 317)

Khi lam hu hdng cdc trang thi€t bi/dung cu clia phong thi nghiém, sinh vién c6
nghia vu phai hoan trd lai

Sinh vién phdi doc ky bai trudc khi vao thi nghiém va khong dugc mang tai li€u thi
nghiém vao phong

Khi 1am d8/tran cdc dung dich hoic lam bé dung cu thiy tinh phdi bido cdo cho cin
bo phong thi nghiém va xin ¥ ki€n gidi quyét.

Sinh vién phdi nim vitng cdc thao tdc vo triing.

Gidm thi€u sy hinh thanh khi dung khi thao tdc.

Rira tay true va sau khi thi nghiém.

Khdng dudc dn/udng/nghe nhac/doc sdch-bdo trong phong thi nghiém.

Poc k¥ cdc ndi qui/qui dinh c6 & cra phong thi nghiém.

Vé sinh ban/ghé&/ké va cdc dung cu trude va sau khi thi nghiém.

D& bd rac thdi ding qui dinh.

Khong ngdm cdc dd dung (viét, ki€ng...) trong miéng hay gin vao tai.

Poc va ky tén vao cdc qui dinh/ndi qui &€ chic chin sinh vién di doc va hiéu.

Trd didy di dung cu sau khi hoan thanh xong bai thi nghiém. Dung cu phai dudgc
ria sach.

V& sinh phong thi nghiém theo yéu cau clia ngudi phu trach

2. Céc yéu cau an toan

+

+

Cot téc, miic cdc phuc trang bdo hd (4o khodc tring, ging tay chong nhiét..) va
dung dung cu/thi€t bi ding lic, ding noi.
Nghiém cAm ding miéng hiit pipette.



3. Trong cic tinh huéng khin cap

+ Luuy vi tri cdc trang bi cAp citu khi cAn (dung cu y t&, binh ctfu hda, voi nuéc, dién
thoai va sd dién thoai cap cttu).

+ Bdo cdo cdc tinh hudng khin cAp ngay lap tic cho gido vién hudng din hoic cin
bd phong thi nghiém.

+ Binh tinh khi c6 tinh huéng khin cip.

PTN Cong Nghé Sinh Hoc Thyc Phim



KiNH HIEN VI QUANG HOC NEN SANG

Mot kinh hién vi t5t 12 mot dung cu rat quan trong trong phong thi nghiém vi sinh. Cé
nhiéu loai kinh hién vi khdc nhau, trong d6 loai thudng diing nhit 12 kinh hién vi quang
hoc nén sang (bright-field light microscope). Kinh hién vi nay c6 nhiéu thau kinh va c6
mot ngudn 4nh sing tring. Chiing phéng dai va chi€u sidng cdc vat thé nhd bé nhu vi
khudn va cdc vi sinh vat khdac ma ching ta khong thé nhin thi'y bing mit thudng. Kinh
hién vi loai nay s& dugc chiing ta sit dung trong toan bd mon hoc nay. Néu st dung thanh
thao kinh hién vi, sinh vién c6 thé thu nhan dugc nhiing thong tin chinh x4c va hitu ich vé
céc tieu ban hoic miu nudi cay vi sinh vat. Viéc nghién citu trong phong thi nghiém vdéi
kinh hién vi s& gitip cho chiing ta c6 dugc nhitng 4n tugng siu sic vé cac hinh th4i rit nhd
bé clia su song, nhitng hinh thdi chi quan sit dugc khi chiing dudc phéng dai nhiéu Ian.

» A A N s oA . A 2 N 4 - »
1. Céc bd phan chi yé&u cia kinh hién vi quang hoc nén sang va chifc ning cia chiing

a. Hay nhin vao kinh hién vi tru6c mit va so sdnh né véi hinh vé&. Kinh hién vi dugc dit
trén mot chan d€ (base) vitng chic va c¢6 mot bd phan tay cAm (arm) d€ ching ta c6
thé di chuyén kinh hién vi d&n vi tri khac (Luu ¥: khi cAm hodc mang kinh hién vi di
ndi khdc, ludn phai sit dung c3 hai tay; mot tay nim I1dy bd phin tay cAm trong khi tay
khdc d& vao chin d€). Khong bao gid dugc nhic kinh 1én bing cdch nim vao cdc thau
kinh (xem hinh 1).

b. Hiy nhin vao ban chita tiéu bdn, chiing nim giita hé c4c thdu kinh bén trén va mot bd
phan cung cAp 4nh sdng bén dudi. Ban chita tiéu bidn c6 mot 16 tron & vi tri trung tAm.
N6 cho phép dnh sdng tir bén dudi di xuyén qua va dén dudc cdc thau kinh bén trén.
Tiéu bdn can quan sit s& dugc dit trén ban chifa tiéu ban, ndi ma c6 4nh sang chi€u tr
bén dudi t6i. Luu y d&€n nim diéu chinh bén canh ban chita tiéu ban, chiing ding d€ di
chuyén tiéu ban qua trdi/phai hoic trudc/sau trén ban chita tiéu ban . Ban chia tiéu
bén loai nay goi la ban chtta ti€u ban cd khi (mechanical stage)

c. Mot den chi€u dugc dit trong chidn d€. Anh sdng s& di xuyén qua tu quang Abbe (Abbe
condenser). Tu quang c6 chita cdc thau kinh. Chiing ¢6 tdc dung tip trung cdc tia sdng
vio tiéu ban. Tu quang c6 clra sap (iris diaphragm, shutter) ding d€ diéu chinh lugng
dnh sing. Mot thanh gat (rotating knob) dudc gin kém theo d€ diéu chinh cira sap. Tu
quang c6 thé dugc ning 1én hay ha xdong nhd mot nim diéu chinh (adjustment knob).
Khi ha kinh tu quang xudng sé& lam gidm lugng tia sang chi€u vao tiéu ban (di€u nay
thudng khong dugc thuc hién khi nghién citu vi sinh vat). C4ch t6t nhat 1a giit tu quang
& vi tri cao nhat va chi diéu chinh lugng sdng bing cach déng/md cilra sap.

d. Phia trén ban chia tiéu ban, dugc gin vdi tay cam, 12 mot dng tron (tube) ¢ céc thiu
kinh phéng dai. Bén dudi dng tron 12 mot ¢d xoay (rotating nosepiece) dudc gin vdi ba
hay bon vat kinh (objective lenses). Khi xoay ¢ xoay, mot trong sd cdc vat kinh sé&
dudc dit ding vao vi tri 16 tron trén ban chifa tiéu bidn. Bén trén dng tron 1a thi kinh
(ocular lens, eyepiece) (kinh hién vi c6 thé c6é mot thi kinh, loai hai thi kinh cho phép
chiing ta c6 thé nhin biing c4 hai mit).

e. Tuy loai kinh hi€n vi dang st dung ma c§ xoay va ban chifa tiéu ban cé thé dugc ning
1én hay ha xudng bing nim so cAp (coarse adjustment knob) va nim thit cap (fine
adjustment knob). Trong mot s& loai kinh hién vi, ching dugc dit tai hai vi tri riéng



hodc sé& dugc dit cdi nay bén trén cdi kia (xem hinh 2). Khi st dung phdi van nit sg
cAp mot cach nhe nhang d€ nang hoic ha ban chita tiéu ban. PAu tién, diéu chinh cho
ban chifa tiéu ban dudc ning 1én tdi da gin sdt v4i vat kinh, dong thdi phai dua mit
nhin tir phia bén ngoai d€ trdnh viéc vat kinh ddm thling tiéu ban, tir d6 1am hdng vat
kinh (xem hinh 3). Niit thit cAp sé& 1am di chuyén ban chita tiéu ban mot cich rit chaim
chap vi vay khong thé thdy su di chuyén nay khi nhin bén ngoai. Ta s dung niit thi
cAp khi mit dang nhin vao thi kinh va diéu chinh nhe nhang dé€ chinh ré nét 4nh dang
quan sit.

Luu y chi dugc ha ban chita miu vat di xuéng khi dua mit vio quan sit & thi kinh dé
tranh trudng hgp vat kinh ddm thing tiéu ban; chi khi ngudi ky thudt vién quan sat tir
bén ngoai mdi cho phép ning ban chita ti€u ban 1én (xem hinh 3).

Khi xoay nit th cAp qud nhanh c6 thé 1am cho niit xoay bi ket citng, khi d6 khong
dugc c6 xoay ti€p ma phai thong b4o ngay cho gido vién huéng dan.

Hinh 1. Cdch cdm va di chuyén kinh hién vi
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h. T&ng s6 1an phéng dai tiy thudc vao vat kinh va thi kinh dang diing. Nhin vao thi kinh,
sinh vién s& thdy mot ky hiéu “10X”, c6 nghia 12 phéng dai 10 1an. Nhin vao cédc vat
kinh s& thdy ky hiéu “4X”, “10X”, “40X” va “100X”, tuong Gng vdi do phong dai 4,
10, 40, va 100 lan. Vat kinh low-power con dugc goi 1a vat kinh 10x hay 16mm. VAt
kinh high-dry (high-power) con dugc goi 1a vat kinh 40x hay 4mm. Vit kinh dau con
goi 1a vat kinh 90x, 100x hay 1.8mm. Khi do phéng dai ting, kich thuc cla dau vat
kinh s& nhd dan va cho phép it 4nh sing di qua. P6 1a 1y do ma sinh vién cAn phai
diéu chinh vi tri clia tu quang va clra sip chin sdng khi diing cdc vat kinh khdc nhau
dé c6 thé nhin tiéu ban dudc ro rang hon. Tu quang tap trung 4nh sdng 1én mot viing
nhé bén trén ban chifa tiéu ban, con clra sip diéu chinh lugng sing di vao tu quang.
Khi st dung dau soi kinh, dau soi kinh s& dugc dit & vi tri giita tiéu ban va vat kinh.
Do diu soi kinh ¢6 tdc dung khiic xa giong nhu thily tinh nén s& gidm thi€u lugng tia
sang bi mat di (xem hinh 4). Thi kinh dugc dit trén dau ciia mot dng kim loai s& phong
dai 4nh dugc truyén tir vat kinh. K&t qué 13 dd phéng dai chung nhin dudc sé& 1a tich s&
d6 phéng dai cia vat kinh véi d6 phdng dai cia thi kinh. Vi du, khi st dung thi kinh
10x va vat kinh 43x thi d6 phéng dai chung 1a 10 x 43 = 430 Ian.

Hinh 3. Khi chinh kinh hién vi, nguoi k¥ thudt vién quan sdt vat kinh mot cdach cdn than dé
trdnh lam vé tiéu bdn va lam héng vat kinh ciia kinh hién vi
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Hinh 4. Anh sdng duoc truyén qua tiéu bdn, dau soi kinh va vat kinh

Do dai tiéu cu (focal length) cia mot vat kinh ti 1€ v6i dudng kinh ctia vat kinh d6. Luu
y, truSc khi chinh mot vat kinh sang vi tri thing didng v6i 16 tron trén ban chia tiéu
ban, phdi ddm bdo vat kinh s& khong ddm thing tiéu bidn. Néu chua chic chic, t6t
nh4't nén ha ban chia tiéu bin xudng tin dudi ciing trudc khi chuyén sang sit dung mot
vat kinh khic.

St dung mdt manh vadi mém va sach dé lau nhe nhang cic thau kinh va phia trén tu
quang khi chiing bi bAm bui.

Chi duy nhit nhin vién phong thi nghiém mdéi dudc 18y vat kinh hay thi kinh ra khéi
kinh hién vi (vi mdt 1y do nao do).

Chi nhitng ngudi da hoc cdch st dung mdi dugc dung kinh hién vi.

Thuc hanh trén kinh hi€n vi véi tiéu ban

Phong thi nghiém sé& cung cdp cho sinh vién mot tiéu bdn nhudm don nim men
(Saccharomyces cerevisiae). TE bao nAim men di 16n d€ sinh vién c6 thé quan sit dé
dang véi vat kinh low-power. V&i cac vat kinh c6 dd phéng dai 16n hon, sinh vién cé
thé quan sdt thi'y nhitng ciu tric khic cda t€ bao nAim men. Sinh vién chua cAn phai
quan tAm dé&n hinh thdi clia vi sinh vat trong phan thyc hanh nay.

bit tiéu bdn 1én ban chita tiéu bdn va kep lai chic chin. Pit tiéu ban & vi tri sao cho
tia sdng di tif tu quang xuyén qua trung tim phan dugc nhudm mau.

Pua vat kinh low-power vao vi tri thing ditng va dua ban chia tiéu ban that gin vat
kinh. Luu §: quan sét tir phia bén ngoai.

Pua mit vao thi kinh d€ quan sat. Néu st dung loai kinh don trong (monocular scope),
sinh vién phdi m& c4 hai mit (sinh vién s& 1am quen dan vdi viéc chi tAp trung vao dnh
dang quan sit trong kinh hi€n vi thay vi cdc 4nh khdc bén ngoai). N&u st dung loai
kinh hai trong (binocular scope), sinh vién hiéu chinh hai trong kinh qua lai d€ khi nhin
vao thi kinh chi thdy mot thi trudng duy nhat. Phdi ddm bdo tu quang dang & vi tri cao
nh&t va chinh clra sp sao cho 4nh sdng xuyén qua la vira dd d€ quan sat. Ha ban chita
mau vat xudng tir tir bing niit so cAp cho d&n khi thi’y nhitng vat thé c6 mau xuit hién
trong thi trudng.

St dung nit thit cAp d€ chinh cho 4nh rd nét nhat. Di chuyén tiéu ban theo hudng
t6i/lui va trdi/phdi. Vat kinh low-power cho mot cdi nhin toan cdnh vé tiéu bdn va gidp
sinh vién lya chon mot thi trudng vira y. P& quan sat rd hon cin phai chuyén sang mot
dd phéng dai cao hon.



Khi di lwa chon dudc thi trudng vira y, xoay vat kinh high-dry vao vi tri thing ditng.
Né&u do sdc nét ctia dnh chua dat, sinh vién chinh lai bing ndt thi cAp. N€u khong thay
4nh trong thi trudng, sinh vién hiy nhin tir bén ngoai déng thdi quan sit va chinh cho
vat kinh gan sdt vao tiéu ban (khdong dugc cham vao tiéu ban). Sau d6 nhin vao thi
kinh, chinh cho ban chia tiéu ban ha xudng tir tlr, dau tién bing nit so cip, sau d6
biing nit thit cAp cho d&€n khi 4nh rd nét nhat. Luu y: sinh vién cAn so sdnh vé ciu tric
ctia 4nh quan st dugc & cdc d6 phéng dai khac nhau.

Di chuyén vat kinh high-dry sang mot tu thé hdi nghiéng mot chiit rdi nhé mot giot dau
soi kinh 1én trén tiéu ban. Sinh vién quan sdt tif bén ngoai va chuyén vat kinh diu
sang vi tri thing ding (trdnh d& cham vao tiéu ban). S& dung nit thit cdp d€ chinh dnh
cho rd nét.

Ghi nhan lai 4nh quan sdt dudc bing cdch vé& vao trong mdt hinh tron mot s t&€ bao vi
sinh vt ma sinh vién nhin thay.

Sau khi hoan t4t viéc quan sat, 14y ti€u ban ra khéi kinh hién vi (khong dugc dé diu
soi kinh dinh vao vat kinh high-dry)

Mot s6 van dé gap phai khi sit dung kinh hién vi

Vian dé gip phai Cachxt ly
Khong di dnh sdng khi Nang tu quang 1é€n
nhin vao thi kinh MG ctia sap

Kiém tra lai tiéu ban: dit sai vi tri
Lau nhe nhang vat kinh va thi kinh

Bui hay sdi vdi dugc nhin GAy ra bdi cdc bot khi trong dau soi kinh;
thdy trong thi trudng ki€m tra lai tiéu bdn

Nhitng hat nhd di chuyén Phai chin ring dang st dung vat kinh dau
trong mot thi truGng md chit khong phdi la vat kinh high-dry

Pam bido ring dau soi kinh dang ngip
trong dau
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TIEU BAN GIQT TREO -
QUAN SAT SU DI PONG CUA VI KHUAN

Mot s6 vi khudn khong di dong (non-motile) nhung trong mdi trudng 1dng chiing
thudng di chuyén hdn loan, goi 1a chuyén dong Brown (Brownian movement). Py 1a két
quéd chuyén dong clia cdc phin ti nudc tir d6 kéo cdc vi khuin chuyén dong theo.

Su di chuyén that sy (dong luc ty than, self-propulsion) dudc thd'y & mot s6 vi khuin
nhd mot s6 co ché khic nhau. Vi khuin di chuyén nhd tién mao (flagella motion). Cic
xodn khudn c6 cdc 16ng mao xung quanh (axial fibrils) s& di chuyén theo ki€u xoin &c
(corkscrew-type motion) va kiéu udn khic (bending-type motion). Mot s6 vi khudn khac thi
trugt nhe nhang (gliding motion).

Cic kiéu di dong hay khong di dong c6 thé dugc quan sit bing tiéu ban giot treo
(hanging drop slide). Tiéu ban giot treo ciing ding dé quan sit hinh dang vi khudn & trang
thai sdng ciing nhu sy sip x&p clia cdc t€ bao vi khudn khi chiing két hgp vdi nhau (xem
hinh). Mot vong Vaseline xung quanh g& clia chd 16m (coverslip) s& gidp tiéu ban khong
bi kho.

Tiéu ban giot treo

1. St& dung cdc vi sinh vat sau trong thi nghiém
a. Saccharomyces cerevisiae
b. Lactobacillus acidophilus
c. Acetobacter aceti
d. Mot sé chiing khdc...

2. Dung que tim, v& mdt vong tron nhd bing Vaseline xung quanh chd 16m cda
phié&n kinh (xem hinh 5). Khong nén diing nhiéu Vaseline.

3. Sau khi lic that k§ dung dich huyén phi vi sinh vat, ding que ciy vong di vd
tring dit mot giot dung dich huyén phu nay 1én giita phi€n kinh hinh vudng
(coverslip) (xem hinh 5).

4. Pua phi€n kinh hinh chit nhit (depression slide) Gp 1&n phi€n kinh hinh vudng
(coverslip), sao cho chd 16dm ctia phi€n kinh huéng xudng dusi va giot huyén phu
vi sinh vat nim lot vao chd 16m. Nhin xudng nhe nhang d€ hai phi€n kinh gin
vao nhau.

5. Latngugc hai phi€n kinh lai va dit 1én kinh hi€n vi d€ quan sdt véi vat kinh dau.

11



Que tim

Vong Vaseline
Mit 16m clia phi€n kinh

(@)
Que ciy vong
o
O Giot chét 18ng chita vi khudn
(b) Phi&n kinh hinh vudng

| |

(c) Vasel o Up phi€n kinh hinh chi¥ nhat 1én phi€n
asefine kinh hinh vudéng
(d) f C S ] f Lat cd hai phi&n kinh lai

Hinh 5. Cach lam tiéu ban giot treo
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QUAN SAT NAM SOI

N4m sdi (ndm méc) thudng dudc nhin dién biing cic dic diém hinh thdi dic trung
quan sit dugc dudi kinh hién vi. T& bao ndm thudng phat trién thanh hé sgi goi 1a khuin
ty thé. Sgi ndm c6 thé c6 hoic khong c6 vach ngin. Khudn ty moc 1én trén bé mit co chat
thudng 14 nhitng cu tric mang bao t¥. Cudng mang bao tif ¢6 thé phadn nhdnh hoic khong
phan nhdnh. Bao tif vd tinh clia ndm s¢i thudng tip trung trong hai nhém: bao t kin va
bao tif tran.

Hai giong nim sgi Aspergillus va Penicillium thudc 16p nAm bat toan Deuteromycetes,
khong c6 hinh thic sinh sn hitu tinh. Hé sdi ¢6 vach ngin. Bao ti voi tinh 14 bao t tran.

Mucor va Rhizopus thudéc nhém nim ti€p hop Zygomycetes. Hé sdi khdng c6 vach ngin
va c6 thé c6 ré gid. Bao tr vd tinh 13 bao ti kin. Bao ti hitu tinh 13 bao ti ti€p hop.
Rhizopus c6 cudng mang bao ti va khong phan nhdanh. Mucor ¢6 cudng mang bao tif phan
nhénh.

Emericella nidulans,
anamorfa
Aspergillus nidulans

konidiofor

Aspergillus nidulans
Hinh 6. Mot s6 logi ndm sgi

13



Qui trinh

+
+
+

St dung cdc ndm sdi sau trong thi nghiém: Mucor, Aspergillus, Rhizopus...

Quan sat hinh th4i khuin lac, mau sic sdi nAm trén hop petri.

Dung mot mi€ng bing keo trong, dit mit c6 keo dinh 1én khudn lac nAm mdc. Sau
d6 14y ra va dp sdt vao phi€n kinh sao cho bing dinh dinh chit vao phi&n kinh.
Quan sat dudi kinh hién vi

14



TAO VET BOI VA NHUOM PON

Tiéu ban giot ép dem lai rdt nhiéu thong tin nhung chiing ciing ¢6 nhitng nhugc di€m
nhA't dinh. Vi khuin di chuyén trong dich 18ng bdi chuyén dong Brown hay tu chuyén dong
nén rit khé khin trong viéc quan sit. Chiing ta c6 thé thi'y dudc hinh dang va hoat dong
ctia vi khuidn nhung khong thé x4c dinh chinh x4c hinh thdi cda ching.

Van dé& mau chdt § ddy 1a do kich thudc clia vi khudn va s& lugng cdc chat trong t&
bao rat nhd bé cho nén ching hau nhu trong sudt ngay ca khi di dudc phéng dai va lam
gidm d6 chi€u sang. Do d6 cAn phai tim cach dé ching khong di dong va cd dinh lai d€ dé
quan sat hon. Mot trong nhitng cdch don gidn nhit 13 tao v&t boi vi khuin 1&n phién kinh
thdy tinh va “cd dinh” chiing trén d6, sau d6 nhudém chiing biing phim nhudém.

PhAm nhudm vi khudn t6t nha't 14 loai aniline (phAm nhudm hitu cd dudc 1am tir nhya
than d4). Khi chiing ta st dung truc ti€p 1én vé&t bdi vi khudn di cd dinh, dudng nét clia vi
khuén s& hién 1én rit ro rang. Cac ph?fm nhudm nay hoat dong theo kiéu acid (acidic),
basic (co bdn) va trung tinh (neutral). Phim nhudm dang acid hay trung tinh thudng dudc
diing trong nghién cttu vé vi khuin. Céc ion tu do trong phAm nhudm dang acid 13 c4c ion
am s& k&t hop v6i cdc cation (thanh phan chinh cda t&€ bao) dé tao mot dang mudi. Phdm
nhudm dang cd ban c6 nhiéu ion 4m s& k&t hop véi mot acid trong vat liéu dude nhudm dé
tao mot loai mudi. TE bao vi khudn cé rat nhiéu ribonucleic acid vi vdy ph&m nhuém
trung tinh s& bAt mau rit t6t. PhAim nhudm dang trung tinh thudng k&t hop ci hai loai
phd&m nhudm trén. Vi vdy phdm nhudém dang trung tinh s& c6 tic dung rat t6t khi nhudém
céc t&€ bao phiic tap bdi vi chiing cho phép lam hién rd cdc ciu tric bén trong cia vi
khudn. Cdc t€ bao va cdu tric bi nhudém mau bdi phAm nhudm cd bin dudc goi 1a
basophilic, con n&€u bi nhudm mau véi phdm nhudm acid thi goi 1a acidophilic.

Vi khuén c6 thanh t&€ bao vitng chic dé duy tri hinh dang ctia minh. Vi vay, chiing ta
c6 thé phan loai vi khudn cin cif theo hinh dang ctia ching. Vi khuin cé ba dang co ban:
hinh cdu (spherical, round), hinh que (hinh gy, rod) va hinh xodn (spiraled). Vi khuin
hinh cdu goi 14 coccus (s6 nhiéu 1a cocci). Vi khudn hinh que goi 14 bacillus (s& nhiéu 1a
bacilli) hay chi don gidn goi 14 rod. Vi khuin c6 dang xodn c6 tdi thi€u hai d&€n ba dudng
cong trén t& bao dudc goi 1a spirillum (s6 nhiéu 1a spirilla). Cdc vi khudn c6 t& bao dai va
ngoin ngoeo vdi cdc vong xodn (16ng hoidc chit) dudc goi la spirochetes.

Céch thitc ma cédc t€ bao tao thanh nhém thi dic trung cho tirng gidng hodc loai vi
khu&n. Céc t&€ bao ding thanh titng cip (diplococci), ding thanh chudi (streptococci), ding
thanh tirng cum (staphylococci), hodc ditng thanh mdt cum bon t&€ bao (tetrads), va doi khi
ching ciing ditng thanh tirng t€ bao riéng 1é.

Céc vi khudn hinh que (bacilli) thudng & dang mot t€ bio riéng 18, nhung ciing cé khi
xuit hién & dang mot cip ndi ti€p nhau (diplobacilli) hay ding thanh mot chudi dai
(streptobacilli). Mot s loai c¢6 khuynh hudng ditng thanh mdt cum cédc t€ bao hinh que
song song (palisade) hodc tao thanh hinh cht V, X, Y khi ching nhan d6i va phan chia.
Mot s6 loai tao thanh nhiéu hinh ddng va kich thuSc khiac nhau (da hinh thé,
pleomorphism).

Cdc xodn khuin thuong xudt hién & dang mot t& bao ditng riéng 1& va thudng khong
k&t thanh nhém.
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1. Tao vét bdi va lam tiéu ban nhudém don

Tao vé&t boi vi khuan (bacterial smear) 1 1am kho t€ bao vi khuin trén phié€n kinh. C4c
budc thuc hién cd ban 13 (1) vi khudn dudc trdi 1én phi€n kinh sao cho cic t&€ bao nim
thanh mot 16p méng, (2) t& bao vi khudn khong bi rifa trdi trong qué trinh nhudm va (3) vi
khu&n khong bi bién dang.

Mot trong s nhitng 181 thudng gip khi lam vE&t boi vi sinh vat 18y tif mdi trudng rin 1a
st dung qué nhiéu sinh khdi. K&t qua 12 khong thé quan sit dugc do nhiéu 16p vi khudn
chdng 1&én nhau. Néu miu thi nghiém 132 mdi trudng 16ng, chi cAn cho mot giot vi khuin
1én phi€n kinh (xem hinh) va sau d6, trdi vi khuan thinh mot bé mit rong (xem hinh).
Lam khd phi&n kinh bing khi néng hoic d€ tu kho. Khi phién kinh di kho, budc k€ ti€p 1a
gin chit vi khudn vao phién kinh biing cdch ho néng nhe (heat-fixing). Ti€n hanh viéc nay
bing cdch dua nhe phié€n kinh qua lai vai Iin trén ngon 1%a. Vi khudn s& bi gin chit vio
phi&n kinh va bi gi€t chét ma khong lam bién dang t€ bao.

St dung phuong phap nhudm don sé& tao sy tuong phan giita vi khudn va cidnh nén.
Phuong phdp nay dugc dung dé thu thip thdng tin vé hinh dang, kich thu6c va su sip x€p
ctia t& bao. Budc k& tiép 1a dit phi€n kinh 1&n gid, phii 1én vé&t bdi phdm nhudm, chd mot
vai gidy. Cdc phAm nhudm co ban thudng ding 13 crystal violet (thdi gian nhudm 20 — 30
gidy), carbolfuchsin (thdi gian nhuém 5 — 10 gidy) hodc methylene blue (thdi gian nhudém
1 phiit).

Tao vét boi

1. Dung biit 16ng (khong x6a) khi chi tén vi khudn & mot ddu phi€n kinh. Diing bing
keo trong ddn de 1&€n dong chir vira ghi

2. Lic k¥ dung dich vi khu&n. Véi thao tdc vo tring chuyén 1 hodc hai vong ciy vi
khu&n vao giita phi€n kinh. Trai déu trén dién tich khodng Y% inch. N&u tao vét boi
tif moi trudng ran thi cho mot giot nudc vao giita phi€n kinh va diing que ciy thing
cho mot lugng nhd sinh khdi vao giot nude. Tron déu sinh khdi véi giot nude. Trai
déu trén dién tich khodng ¥z inch.

3. Hd phié&n kinh trén ngon ltta dé€ c& dinh va giét chét vi khuan.

Nhuom don

1. Ditphié€n kinh 1én ban (hay 1én gid).

2. Nhuom véi phdm nhudm (alkaline methylene blue trong 1~1.5 phiit, cabolfuchsin
trong 5 ~10 gidy, hodc crystal violet trong 20 ~30 gidy)

Rira trdi thudc nhudm bing nudc trong vai gidy.

Tham kho biing gidy thim. Khong dugc cha xit 1én vEt boi.

Quan sit bing kinh hién vi véi vat kinh ddu

C6 thé sir dung ba loai phAm nhudm khic nhau véi cing mot loai vi sinh vat dé ¢
Su' so sanh.

oUW
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Tit méi trudng rin

T moi trudng long

Que cdy Que ciy
Sinh khd&i thang vong
vi khu#n \ N
Mot giot 1 giot moi
nuéc trudng

NS &

(@) (c)
Trai déu hdn hop Trdi deu dung
Y. o dich chia vi
nudc-vi khuan 2
khuan

(b) (d)
Khong
khi kho

bing nhiét

(f)

Hinh 7. Tao v&t boi vi khudn
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(a) (b) (c)
Cocei Badill (rods) Spirals
Hinh 8. Hinh dang cd bdn va sy sdp x&p clia cdc t& bao vi khuin. (a) Cocci. 1.Diplococci
(cdp); 2. Treptococci (chudi); 3. Staphylococci (chim nho); 4.Tetrads (nhém 4 t&€ bao). (b)
Bacilli (hinh que). 1. Streptobacilli (chudi); 2. Palisades; hinh V, X va Y; 3. Bacilli tao bao
tr (bao tir nhd, tron, rdng, khong bi nhudém mau, § gitta hay mot dau cia t&€ bao); 4. Mot
bacillis da hinh thé (chiéu dai va rong khac nhau). (¢) Xoin khuin. 1. Spirilla (hinh uén
cong hay xodn ngin); 2. Spirochetes (dai, cudn xodn chiit hay 18ng 180)

(b)
Hinh 9. Vi khuin dugc nhudm biing Crystal Violet. (a) Bacillus subtilis (x1000). (b)
Spirillus volutans (x 1000). (c) Micrococcus luteus (x 1000)
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Spherical @ diplococcus
cocous fairs) @@
= streptococcus
(chains) Qoo
staphylococcus
{random or
grapelike clusters)
MICrocoCcus
(square groups ’
of four cells)
Rod-shaped () streptobacillus o S )
bacillus (chains)
pl., bacilli)
Spiral SSNGZNY sarcina
spirillum fcubical packets
hl-- apm of Hiﬂlt Gﬂh]
Incomplete Q"
spiral vibrio
iplL., vibrias)
Irregular or
variable 2N
shape pleomorphic

Hinh 10. M6t s6 hinh dang thong thudng ctia vi khuidn
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NHUOM GRAM

Vao ndm 1884, Christian Gram, m0t nha nghién ctu bénh hoc ngudi Pan Mach, da
khdm phd ra mot phuong phdp nhuém vi sinh vat bing phAm nhudm pararosaniline.
Thong qua viéc sit dung theo trinh ty hai loai phdm nhudm, c6 2 mau khdc nhau, dng ta da
nhan thdy vi khuin dudc chia thinh 2 nhém. Nhém thi¥ nhit gitt mau phdm nhudm dau
tién: crystal violet (nhém vi khudn gram dwong). Nhém thit hai bi mat mau phAm nhudom
diu tién sau khi dudc ri¥a bing modt dung dich tdy mau rdi dudc ti€p tuc nhudém biing phim
nhudm thit hai Ia safranin hay carbon fuchsin (nhém vi khuidn gram @m). Dung dich iodine
dugc dung nhu 12 mot chit cAn mau (mordant) (c6 nhiém vu gin phdm nhudm 1én/vio
mot chit bing cdch k&t hop véi pham nhudm d€ tao phic khong tan) & sau 1an nhudm dau
tién.

Co ch€ ctia ky thuit nhudm nay chua dugc hi€u mot cdch tudng tan. Tuy nhién, ngudi
ta vin cho ring d6 12 do c6 su khdc biét vé thanh phin héa sinh cda thanh t&€ bao vi
khu&n. Thanh t€ bao vi khuAin Gram duong thi c6 nhiéu peptidoglycan (phic chit ctia
protein- dudng) va cédc peptidoglycan nay dudc lién k&t chit ché véi nhau tir d6 gidp cho
t€ bao c6 thé khang lai chd't tAy mau. Thanh t€ bao vi khudn Gram 4m c6 thanh phan lipid
& ndng do cao cho nén chiing c6 thé hoa tan trong chat khit mau (alcohol, acetone,...) va bi
rira troi cing v§i crystal violet.

Nhuom Gram 1a mot trong s& cdc cdng cu hitu dung nhat trong cdc phong thi nghiém
vi sinh va dudc st dung rat thudng xuyén. Phuong phdp nhudém Gram dudc cdi bién bing
cich thay ddi ndng d6 phdm nhudm, thdi gian nhuém va thanh phan cla chit tdy mau.
Phuong phép céi bién cia Hucker, dugc st dung trong bai thi nghiém nay, hién nay dang
dugc sit dung rong rdi. Viéc lua chon chdt tdy mau tiy thudc vao thdi gian mong mudn
hoan thanh cdc budc nhudém. S dung ethyl alcohol 95%, dung trong bai thi nghiém nay,
cho phép sinh vién tap 1am quen v6i chat tdy mau bdi vi né c6 tdc dung rit cham. Acetone
12 chdt tdy mau c6 tdc dung nhanh nhit trong khi hdn hgp (50:50) clia ethyl alcohol 95%
va acetone thi & mic trung binh. Hon hdp acetone-alcohol thudng dudc diung trong cédc
phong thi nghiém.

Vit li¢u va héa chat
+ Dung dich Crystal violet
+ 2 g Crystal violet hoa tan trong 20 ml ethanol 95%
+ 0.8 g Ammol oxalate hoa tan trong 80 ml nudc cit
+ Tron 2 dung dich trén lai v6i nhau, giit 48 gid rdi loc. Bdo quan trong lo
sAm mau, st dung trong vai thing
+ Dung dich Iodine
+ Hoa tan 1 g Iodine trong 3 ~ 5 ml nudc cat, thém 2 g KI, khuay cho tan
hoan toan, thém nuéc cat cho dd 300 ml . Bio quin trong lo sAim mau
+ Dung dich tAy mau
+ Ethanol 95% hoic hdn hgp gdm 70ml ethanol 95% va 30 ml aceton
+ Dung dich Safranin
+ Chuin bi sin dung dich Safranin O 2.5%, truéc khi diing pha véi nuéc
cAt theo ti 1& 1:5 (v/v) dé c¢6 dung dich 0.5%
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Qui trinh
1. St dung cic vi sinh vat sau d€ thi nghiém
a. Acetobacter aceti
b. Bacillus subtilis
c. Lactobacillus acidiphilus
2. Chuén bi v&t bdi va c6 dinh vi sinh vat
3. Dung dung dich crystal violet phii 1én vét bdi. BE yén trong 1 phiit
4. D& nghiéng phi€n kinh 45° rita dudi voi nudc cho tréi hét phan thudc nhudm du
(giot cudi cung chdy khdi phi€n kinh khong con mau)
5. Phi 1én vé&t boi dung dich iodine. D€ yén 1 phiit
6. D& nghiéng phié€n kinh 45°, tiy mau bing dung dich alcohol 95% cho d&n khi giot
cudi cling chdy ra khdi phi€n kinh khong con mau (thong thudng khodng 10 — 20
gidy). Py 1a buéc quan trong nhat. Néu bi tdy mau qud mic, mot sd vi khuin
Gram duong s& bi mAt mau tim va sé& trd thinh Gram 4m sau khi nhu6m mau Iin
thi 2
7. Ngay lap tic rita phi€n kinh du6i voi nude
8. Pha lén vét boi dung dich Safranin. P€ yén 1 phiit
9. Rira dudi voi nude
10. ThAm nhe bing gidy thAm. Hd kho phié€n kinh truc khi quan sat dudi kinh hién vi
11. S& dung dau soi kinh va vat kinh ddu dé quan sit

Luuy:

+ Luon dung giong vi khuan “tré” bdi vi mot s6 giong vi khudn Gram duong "gia” sé&
mAt khd niing gilt mau clia phic chit violet-iodine va sé& trd thanh Gram am khi quan
sdt. Vi vay, chi nén st dung céc t€ bao nudi ciy trong vong 24 gid.

+ Ngoai ra, ciing c6 mot s6 chiing vi khuin 1a Gram duong yéu.

+ Cdc t&€ bao vi khudn Gram duong c6 thé xuat hién dusi dang Gram Am, nhung cic t&
bao vi khudn Gram am thi khong bao gid xuat hién duong dang Gram duong.

+ Khong 1am vét bdi vi khudn qud day. VEt boi day doi hoi thdi gian tdy mau 1au hon
vé&t bdi méng.

+ TAay mau cho d&n khi giot dung dich cudi cling chdy ra khdi phi€n kinh khong.

+ Vi khudn Gram duong c6 thé xuit hién du6i dang Gram 4m do khir mau bing
ethanol 95% qud mifc, vi vdy cAn ddm bdo thdi gian rira bing ethanol tir 10 — 20
gidy.

+ MOot s6 sai s6t khdc 1a: (a) que cdy qud néng, (b) hd néng qud mifc khi c6 dinh vi sinh

vat trén phié€n kinh. Ho qui néng khi cd dinh vi khuin 1én phié€n kinh c6 thé 1am v3

t&€ bao, tir d6 mau cha t&€ bao Gram (+) c6 thé bi rira troi lam cho t€ bao Gram (+) trd
thanh Gram (-).

N&u vét bodi vi khuin qud day, thudc nhudém thaim vio cic t€ bao khong ddng déu.

C6 thé thay Safranin bing mot thudc nhudém khac d& phan biét véi mau tim.

Dung dich Iod c6 thé bi phdn hiy néu dé 1au

Vi khudn Gram (+) bdt mau tim, Gram (-) bdt mau hong

+ o+ o+ o+
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Hinh 11. Sy bit mau cla t&€ bao vi khudn khi nhuém Gram
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space

peptidoglycan

Hinh 12. C4u tao thanh t& bao vi khudn Gram (+) va Gram (-)
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NHUOM BAO TU

Mot s& vi khudn (Clostridium botulinum, Bacillus subtilis..) c6 kha ning tao bao tir
(spore, endospore). Bao ti¥ 12 mot thé nghi c6 dang hinh ciu hay hinh bau duc hinh thanh
bén trong t&€ bao vao cudi thdi ky sinh trudng phat trién. Vi mdi t&€ bao chi sinh ra mot bao
tr nén diy khong phai 1a loai bao tif ¢6 chic ning sinh sdn nhu & nim sgi. Bao t¥ tao
thanh do moi trudng khong thich hgp cho sy sinh trudng va phat tri€n, do thi€u chat dinh
dudng, do do 4m thap... Khi moi trudng tré nén thich hop thi bao tit lai hdi sinh va t&€ bao
lai c6 thé ti€p tuc phan chia.

Bao tif c6 tinh khang nhiét, khdng bitc xa, khdng héa chit, khidng 4p sut thim thau.
Bao tif c6 thé tdn tai trong mdi trudng thi€u chit dinh dudng, nhiét dd cao, héa chit ma
cdc t&€ bao sinh dudng khong thé tdn tai dugc.

Trong thdi ki nghi khong thdy bao t¥ vi khudn thé hién bat ky su trao d6i chi't nao, d6
1a trang thdi séng &n (cryptobiosis)

Chi c6 mdt s6 chi vi khudn c6 khd ning sinh bao t: Bacillus, Clostridium,
Sporosarcina (G+), Deusulfotomaculum (G-)...

Bao tif rAt khé nhudém bdi da s& cdc thuéc nhudm do mang bao tif day, chic, khé bit
mau va chita nhiéu lipid. Vi th€, cAn thi€t phdi c6 nhitng phuong phdp nhudém dic biét doi
vdi bao ti. Vdi bat ky phuong phap nio, t€ bao phai dugc xit 1y nhiét — acid d€ t& bao
chat clia bao t& dé& bit mau. Sau d6 nhudém t€ bao chit clia bao tif va t& bao vdi thudc
nhudm cé hoat tinh manh rdi tiy mau ctia t& bao chit di vd nhudém né véi mot thude
nhudm phan biét khdc. Khi d6, t&€ bao chit s&€ mang mot mau, bao tf s& mang mot mau
khéc. Doi khi bao tit dugc nhin thdy bén trong t&€ bao. Hinh thdi clia né trong t&€ bao va
kich thu6c bé ngang clia t€ bao mang né. Bao tif thudng niim trong t& bao sinh dudng theo
ba vi tri:

+ Nim & tam t€ bao: goi 1 bao ti ki€u Bacillus

+ Nim léch tAm: goi 12 bao ti ki€u Clostridium

+ Né&unim § cyc t€ bao: goi 1a bao ti ki€u Plectidium

+ Cdc bao tif c6 thé tdn tai tw do do bdi t& bao xung quanh né da tan ri.

1. Nhudm biing phuong phap Carbolic Fuchsin
Héa chat

+ Dung dich A
+ 10 ml dung dich Fuchsin kiém bo hoa trong ethanol (khodng 10%)
+ 100 ml dung dich acid carbolic (phenol 5% trong nudc)
+ Tron déu v6i nhau (chudn bi trude khi diing)

+ Dung dich B
+ 100 ml Ethanol 95%
+ 3 ml HCl ddm dac

+ Dung dich C
+ 30 ml Methylen blue béo hoa trong ethanol (khodng 2%)
+ 100 ml dung dich KOH 0.01% trong nudc
+ Tron déu v6i nhau, d€ cang lau cang tot
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Qui trinh nhuém bao tw

1.
2.

>

Lam vét boi trén phi€n kinh

Nhd dung dich A 1én vét bdi, hd nhe bén dudi phi€n kinh d€ 1am bay hdi, trdnh
dé s6i. Thém din dan thudc nhuom d€ khong bi kho can, giit trong 5 phiit. Pgi
ngudi, 6 thudc nhudm di.

Dung dung dich B ri¥a lai cho d&n khi thd'y vira h€t mau dod, rira nuéc.

Nhudm lai bing dung dich C trong 2 ~ 3 phiit, rira nuéc, thAm kho.

Soi kinh: diing vat kinh diu x100. Bao tif bit mau dd, t&€ bao bit mau xanh.

2. Nhuém biing phuong phiap Malachite green (phuong phip Schaeffer-Fulton hoiic
phuong phap Wirtz-Conklin)
Ho4 chat

4+ Dung dich Malachite green bao hda (khodng 7.6%)
+ Dung dich Safranin 0.5%

Qui trinh nhuém

1.
2.

Lam v&t bdi va c6 dinh t€ bao biing nhiét

bit phi€n kinh 1&n trén cc nude s6i (xem hinh 14). Phién kinh dugc diy bing
mot tJ gid'y thdm c6 cung kich thugc

TAm u6t t5 gidy thaim bing dung dich Malachite green. D€ yén 5~6 phiit. Pirng
dé tJ gidy thAm bi khd

Béc t5 gidy thim ra, d€ cho phié€n kinh nguoi hoan toan. Rtta phién kinh bing
nudc trong 30 gidy

Nhudm vdéi Safranin trong 90 gidy

Rira phi&n kinh bing nu6c trong 30 gidy

Endospore Vegetative

Sporogenesis \

Free
spore

Vegetative
cell
Germination

Growth of
spore

Hinh 13. Chu ky sdng ctia vi khuan hinh thanh noi bao ti
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fa) Apply malachite green to {b) Remove paper, cool, and

saturate paper and steam rinse with water for

for 5 minutes 30 seconds

! ; .y

{c) Counterstain with safranin (d) Rinse with water for

for 60-80 seconds 30 seconds

) Blot dry with
bibulous paper

Hinh 14. Qui trinh nhu¢m bao t& theo phuong phdp Schaeffer-Fulton
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NHUOM VO NHAY

Mot s& vi khudn c6 16p nhay bao xung quanh goi 1a vé nhdy. Lép nhdy nay méng va
khdc nhau tily theo loai vi khudn. V4 nhdy c6 thanh phan héa hoc 13 cdc polysaccharide,
polypeptide, glycoprotein. Ching vi khudn giy bénh c6 16p vé nhdy mdng sé& c6 kha ning
gay nguy hi€m hon chiing khong c¢6 vd nhdy do chiing gitip vi khuin chdng lai kh3 ning
thuc bao clia t&€ bao co thé chi. Ta khong thé xdc dinh chinh xdc vé nhiy néu st dung
phuong phdp nhudém don. S& c6 sy xuit hién mot viing xung quanh t&€ bao vi khuin do su
phén tich ciia t€ bao vi khudn véi viing thudc nhudém xung quanh giy ra bdi qua trinh sy
khd. Hién nay c6 hai phuong phdp nhuém vé nhiy dé 1a phuong phap: (1) Anthony (E. E.
Anthony, Jr., m0t nha vi khudn hoc § dai hoc Texas, Austin, vio nhitng ndm 1930); (2)
phuong phdp Graham va Evans (Florence L. Evans, mot nha vi khuin hoc tai dai hoc
Illinois va nhitng ndm 1930).

Qui trinh ctia Anthony st dung 2 loai thudc nhudm. Thudc nhuém diu tién 1a Crystal
violet. Thudc nhudém nay sé& lam vi khudn va vé nhdy bit mau dé tia. Khong gidng nhu t&
bao, vé nhdy khdng mang ion nén thudc nhudm khdng bam chit vao. Pong sulfate 1a chat
tdy mau, né sé& rira troi thudc nhudm ra khdi vé nhdy. Pdng sulfate déng vai trdo clia mot
chat chdng lai thudc nhudém do gin chit vao trong vé nhdy va 1am v4 nhdy c¢6 mau xanh
nhat hoic hdng nhat. Vi qui trinh nay, khong dudc cd dinh vét boi biing nhiét do s& lam
t€ bao co lai va 1am xuit hién viing khdng bt miu xung quanh vi khudn 1am ngd nhan d6
12 v4 nhay.

+ Dung dich d6 Congo (Congo red) 2% trong nugc

+ Dung dich gelatin 0.01 ~ 0.1% trong nudc

+ Dung dich HCI 1%

+ Hon hop: 30 ml Methylen blue bdo hoa (khodng 2%) tron v6i 100 ml dung dich
KOH 0.01%

Dung dich 20% (w/v) CuS0O4.5H,0

Dung dich Gram’s Crystal violet (1% trong nudc)

+

1. Qui trinh nhuém vé nhay biing phuong phap d6 Congo
1. Nhd 1 giot dung dich Congo red va 1 giot dung dich gelatin 1&én phi€n kinh sach.
2. LAy vi khuin tron déu véi 2 giot néi trén d€ lam vEt bdi, dé kho trong khong khi

Nhé dung dich HC1 1én d€ rira, phi€n kinh c6 mau xanh.

Rita bing nu6c d€ loai bd dung dich HCI.

Nhudm lai bing Methylen blue trong 1 phiit, rita nuéc, hong kho.

Soi kinh: dung vat kinh dau x100.

K&t qua: nén mdi trudng mau xanh, t&€ bao mau dd, vé nhay khdong mau.

N kW

2. Qui trinh nhuom vé nhay biing phuong phap ctia Anthony
1. Tao vét bdi. LAm kho biing khi néng hoic d€ kho ty nhién. Khong dugc cd dinh
bing nhiét
2. Pht Crystal violet 1&n v&t boi tir 4~7 phuit
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3. Rra lai that ky bing dung dich 20% CuSO4.5H,0

Tham kho bing gidy thim

5. Quan sat bing vat kinh x 100. V4 nhay xuat hién dudi dang mot quan sing y&u
xung quanh t€ bao sim mau

&

(@) Flood the slide with {b) Rinse thoroughly with
crystal violet; let stand copper sulfate
4-7 minutes

(c) Blot dry with bibulous paper

Hinh 14. Qui trinh nhu6m vé nhay theo phuong phéap ctia Anthony

Bacterium Capsule

®

Hinh 15. Phuong phap nhuém v4 nhay ctia Anthony; (a) hinh vé mdt t& bao vi khuin, vé

nhay va nén moi trudng xung quanh; (b) vé nhay ctia Klebsiella pneumoniae, sit dung kinh

hién vi quang hoc nén sang (x1000), vé nhdy xuit hién dudi dang quang sdng tring xung
quanh t&€ bao bit mau dd
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3. Qui trinh v6 nhiy (vé nhiy) biing phuong phap dé ctia Graham va Evans

1.
. Dung phién kinh thi 2 tao mot vét kéo vé dau con lai ca phi€n kinh thit nhi't

D AN e

Tron vi khudn véi 2 giot myc thu tai mot diu phi€n kinh

Lam kho phién kinh bing khi néng hoic d€ kho tu nhién

Rita nhe biing nudc (it nuc), khong ding nhiéu nuéc @€ rira

Nhudm bing Gram’s Crystal violet trong 1 phiit

Rira lai biing nuéc

Nhuom bing Safranin trong 90 gidy

Rita lai bing nudc va thAm kho

Né&u c6 vé nhdy, vi khudn s& c6 mau dd hong dudc bao xung quanh bdi mot viing
khong mau. Nén c6 mau den
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KHAO SAT KHA NANG LEN MEN MOT SO
LOAI PUONG PON GIAN

Mbi trudng khdo sdt khd ning 1én men dudng dugc chudn bi trong cdc 6ng nghiém
du6i dang moi trudng 16ng. Trong cdc 6ng nghiém cé cdc Durham nhé diing d€ “biy” khi
sinh ra khi moi trudng dudc ciy gidng vi sinh vat va nudi cdy. Mdi loai mdi trudng chita
mot loai dudng nha't dinh va mot chi't chi thi mau d€ c6 thé nhan biét trong trudng hdp vi
sinh vat 1am acid héa moi trudng nuodi cdy (mdi trudng ban diu c6 pH trung tinh). Vi sinh
vit trong dng nghiém néu khong 1én men loai dudng cé trong modi trudng s& khong sinh
khi va khong 1am d6i mau 6ng nghiém. Mot s6 loai vsv sinh acid khi 1én men dudng
nhung khong sinh khi trong khi mot s& loai khédc khi sit dung dung dudng s& dong thdi sinh
khi va acid. Trong mot s6 trudng hgp, vi sinh vat khong 1én men dudng nhung st dung
ngudn protein trong mdi trudng va tao sdn phadm c6 tinh kiém; k&t qua sé 1am ddi mau
ong nghiém.

Chuén bi
+ St dung modi truong: 10g Proteose pepton + 1.0g Beef extract; 5.0g dudng; 5¢g
NaCl; 0.025g Phenol red; 1000ml nu6c cat; pH 7.4; Tiét trung 121°C trong 15 phiit

Ong nghiém chita moi trudng c6 dudng glucose
Ong nghiém chita moi trudng c6 dudng saccharose
Ong nghiém chita moi trudng c6 dudng lactose
Ong nghiém chita moi trudng cé sorbitol
D6 phenol: vang < pH 6.6 ~ 8.0 < dé

Ong Durham

Qui trinh
1. S& dung cdc vi sinh vat sau cho thi nghiém:
a. Saccharomyces cerevisiae
b. Lactobacillus acidophilus
c. Acetobacter aceti
d. Bacillus subtilis
2. Dung que ciy vong chuyén cdc giéng vi sinh vit sang cdc 6ng nghiém chita cic
loai dudng khdc nhau. Trong cdc 6ng Durham phdi chic chin khong chita bot khi
truGe khi cdy vi sinh vat.
3. Ghinhidn cin thin (tén gidng vsv, loai dudng....)

4. Nudi cdy & 30°C trong 24 ~ 48 gid.
5. Kiém tra k€t qua va ghi nhin vdo bang sau (so sdnh v6i 2 6ng c6 pH < 6.6 va
pH > 8.0)
Tén giong vsv Glucose Saccharose Lactose Sorbitol

A =tao acid; K = d8i mau sang pH kiém; N = trung tinh (khéng d8i mau); G = c6 khi tao thanh
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